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1. RESUMEN

La infeccion por el virus de la Hepatitis E (HEV) es una de las principales causas
emergentes de hepatitis aguda en regiones no endémicas. De los ocho genotipos
descritos, el HEV-3 es el mas prevalente en seres humanos, principalmente en paises
desarrollados; y su principal via de transmision al humano es la zoonética. Si bien los
principales reservorios conocidos son el cerdo doméstico y el jabali, otras especies
nativas y exoticas susceptibles podrian desempefiar un rol clave en la epidemiologia
viral, ya sea como amplificadores de ciclos infecciosos 0 como reservorios ecoldgicos.
Asi, dado su amplio rango de potenciales hospederos, HEV representa un modelo
ideal para estudiar la dinamica de enfermedades infecciosas en la naturaleza. Desde
una perspectiva ecosistémica, las invasiones bioldgicas promueven la pérdida de
biodiversidad acelerando la ruptura de equilibrios promoviendo la emergencia de
patdgenos zoonoticos y epizooticos. En Uruguay, el ciervo axis (Axis axis) es una
especie exotica invasora identificada como potencial reservorio de HEV, que
interactua con especies nativas en diversos ambientes. El objetivo de este trabajo fue
investigar la distribucién del HEV en poblaciones de ciervo axis en areas con distintos
niveles de abundancia y grado de invasividad, asi como en ecosistemas donde se
identificd la coexistencia con carpinchos (Hydrochoerus hydrochaeris) y venados de
campo (Ozotoceros bezoarticus arerunguaensis). Asimismo, se busco evaluar la
frecuencia de deteccion viral en estas dos especies en diferentes areas invadidas por
el ciervo axis e investigar posibles circuitos de amplificacion viral. Para ello se
estudiaron tres areas con diferentes grados de invasion en tres puntos distintos de
Uruguay. Se colocaron camaras trampa mediante las cuales se estudio el ensamble
de mamiferos presentes, y se tomaron muestras de fecas de las especies
anteriormente mencionadas para la deteccién de HEV. La deteccion viral se llevo a
cabo en el Laboratorio de Ecologia Viral y Virus Zoonaticos del Instituto de Higiene.
Se realizé mediante PCR en tiempo real (RT-gPCR) y las muestras positivas se
analizaron mediante nested PCR Touchdown (nPCRTD); con posterior secuenciacion
y analisis filogenético de algunas de ellas. Mediante las camaras trampa se analizaron
18 estaciones de muestreo, con un esfuerzo total de 2326 noches/camara,
registrandose una riqueza de entre 10 y 13 especies de mamiferos segun el area. Se
realizaron diagramas de ocurrencia y se identifico al ciervo axis como el dominante en
todas las areas estudiadas. Respecto a la deteccion de HEV, se analizaron un total
de 86 muestras de fecas con un total de 10 muestras positivas, siendo todas las
positivas muestras de carpinchos. De dichas muestras, cinco fueron secuenciadas y
clasificadas; perteneciendo una de ellas al genotipo 3, mientras que las restantes
cuatro no pudieron ser clasificadas en ninguno de los genotipos descritos del virus
(HEV 1 - 8). Los resultados obtenidos sugieren que la alta densidad del ciervo axis,
genera perturbacion en los ecosistemas, reflejado en las diferencias en la abundancia
de especies y en la frecuencia de deteccion de HEV. Asimismo, la presencia de
diversas actividades productivas también podria desempenar un rol relevante en la
alteracion de los ecosistemas. La deteccion de dos genotipos virales con potencial
zoonotico, y uno de ellos potencialmente clasificado como un genotipo viral nuevo, en
una especie nativa como el carpincho, marcan la relevancia de la vigilancia
epidemiolégica en fauna silvestre y la necesidad de comprender las complejas
interacciones existentes en el ecosistema, los posibles riesgos compartidos, y la
relevancia de abordarlos de una forma integral e interdisciplinaria.



2. SUMMARY

Infection with the Hepatitis E virus (HEV) is one of the leading emerging causes of
acute hepatitis in non-endemic regions. Of the eight genotypes described, HEV-3 is
the most prevalent in humans, primarily in developed countries, and its main route of
transmission to humans is zoonotic. Although the principal known reservoirs are
domestic pigs and wild boar, other susceptible native and exotic species may play a
key role in viral epidemiology, either as amplifiers of infectious cycles or as ecological
reservoirs. Thus, given its broad range of potential hosts, HEV represents an ideal
model for studying the dynamics of infectious diseases in nature. From an ecosystem
perspective, biological invasions promote biodiversity loss by disrupting ecological
balances, thereby facilitating the emergence of zoonotic and epizootic pathogens. In
Uruguay, the axis deer (Axis axis) is an invasive exotic species identified as a potential
HEV reservoir, interacting with native species across diverse environments. The
objective of this study was to investigate the distribution of HEV in axis deer
populations in areas with different levels of abundance and degrees of invasiveness,
as well as in ecosystems where coexistence with capybaras (Hydrochoerus
hydrochaeris) and pampas deer (Ozotoceros bezoarticus arerunguaensis) was
documented. Additionally, the study aimed to assess the frequency of viral detection
in these two species across areas invaded by axis deer and to investigate possible
viral amplification circuits. To this end, three areas with different degrees of invasion
were studied at three distinct locations in Uruguay. Camera traps were deployed to
assess the assemblage of mammals present, and fecal samples were collected from
the aforementioned species for HEV detection. Viral detection was carried out at the
Viral Ecology and Zoonotic Viruses Laboratory at the Institute of Hygiene. Detection
was performed using real-time PCR (RT-qPCR), and positive samples were further
analyzed by nested Touchdown PCR (nPCR-TD), followed by sequencing and
phylogenetic analysis of selected samples. Camera-trap monitoring covered 18
sampling stations, with a sampling effort of 2,326 camera-trap nights, and recorded a
mammalian species richness ranging from 10 to 13 species depending on the area.
Occurrence diagrams were generated, identifying axis deer as the dominant species
in all studied areas. Regarding HEV detection, a total of 86 fecal samples were
analyzed, of which 10 tested positive—all from capybara. Of these, five samples were
sequenced and classified: one belonged to genotype 3, while the remaining four could
not be assigned to any of the eight currently described viral genotypes (HEV-1 to HEV-
8). The results suggest that the high density of axis deer leads to ecosystem
disturbance, reflected in differences in species abundance and in the frequency of HEV
detection. Furthermore, the presence of different productive activities could also play
a significant role in ecosystem alteration. The detection of two viral genotypes with
zoonotic potential—one of them potentially representing a novel viral genotype—in a
native species such as the capybara highlights the importance of epidemiological
surveillance in wildlife and the need to understand the complex interactions within
ecosystems, the potential shared risks, and the importance of addressing them through
an integrated and interdisciplinary approach.



3. INTRODUCCION

La sobreexplotacion de los recursos naturales por parte del hombre ha provocado una
pérdida de biodiversidad sin precedentes (International Union for Conservation of
Nature [IUCN], 2021). Los cambios en el uso del suelo (ganaderia, agricultura,
forestacion y urbanizacién) alteran la composicion y configuracion de los ecosistemas,
destruyen habitats y modifican las dinamicas poblacionales de la fauna silvestre, asi
como de hospederos y vectores de patégenos (Rulli et al., 2025). Estas
transformaciones incrementan la interaccion entre humanos, animales domésticos y
vida silvestre, favorecen la transmision interespecie de patdgenos (zoonosis -
humano/animal y epizootias - entre especies animales) y la emergencia de
enfermedades infecciosas (Rulli et al., 2025; Thompson, 2013).

Actualmente, mas del 60% de los patdgenos humanos son zoonaticos, y la mayoria
de las enfermedades emergentes tienen su origen en la fauna silvestre (Cleaveland et
al., 2001; Plowright et al., 2017; World Organisation for Animal Health [WOAH] &
International Union for Conservation of Nature [IUCN], 2024). Es asi que surge como
necesidad la vigilancia epidemioldgica en la interfase humano - animal doméstico -
animal silvestre con el enfoque de “Una Salud”, en el que se incluyen componentes
ambientales y ecoldgicos, asi como aspectos propios de animales domésticos,
silvestres y de los humanos (Barroso et al., 2022; Cunningham et al., 2017; Hulme,
2020).

Las especies exoticas invasoras (EEI), son un importante factor que contribuye a la
degradacion de ambientes y a la generacion de comunidades desiguales (Ehrenfeld,
2010; Young et al., 2017). Ademas, pueden ser portadoras de patdgenos nuevos para
el area invadida; actuar como dispersoras de patdgenos ya presentes y/o alterar las
dinamicas de transmision en las poblaciones residentes (Chinchio et al., 2020; Hulme,
2014; Young et al., 2017). Estas especies son portadoras de una gran diversidad de
patdégenos con potencial zoondtico (Najberek et al., 2022); y en Uruguay, el ciervo axis
(Axis axis) en particular, ha sido identificado como portador de algunos patégenos de
relevancia como lo son Toxoplasma gondiiy el virus de la Hepatitis E (HEV) (Cabrera
et al., 2025; Cancela, Cravino et al., 2023).

La infeccion por el virus de la hepatitis E constituye una de las principales causas de
hepatitis aguda en humanos a nivel mundial, y aunque la mayor parte de los casos
son asintomaticos; se registran aproximadamente 70.000 muertes al afio (Velavan et
al., 2021; World Health Organization [WHOQO)], 2025). Es un virus ARN y pertenece a la
familia Hepeviridae. La especie Paslahepevirus balayani es la que afecta a la mayor
diversidad de hospedadores y comprende ocho genotipos, de los cuales HEV-1, HEV-
2, HEV-3, HEV-4 y HEV-7 pueden infectar a humanos (International Committee on
Taxonomy of Viruses [ICTV], 2025; Purdy et al., 2022).

El cuadro clinico ha sido descrito unicamente en humanos y, en general, es
autolimitado; sin embargo, en poblaciones de riesgo (mujeres embarazadas o
personas inmunocomprometidas) puede llevar a un curso cronico de la enfermedad y
ser fatal (Velavan et al., 2021; Webb & Dalton, 2019). Es un virus de distribucién
mundial y la distribucién geogréfica, las vias de transmision y los hospederos varian
segun el genotipo viral (Ahmed & Nasheri, 2023; Treagus et al., 2021). El genotipo 3
es la cepa mas prevalente entre los seres humanos a nivel global y presenta como
principales reservorios a los cerdos domeésticos (Sus scrofa domesticus) y jabalies
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(Sus scrofa) (Mirazo et al., 2018). En Uruguay HEV3 ha sido detectado en humanos y
en una gran variedad de especies animales que incluyen: jabali, cerdo doméstico,
venado de campo (Ozotoceros bezoarticus), pecari (Pecari tajacu) y ciervo axis
(Cancela, 2023; Cancela, Cravino et al., 2023; Ferreiro et al., 2021; Mirazo et al., 2011,
S. Mirazo, comunicaciéon personal, 2025).

Debido a la amplia distribucién del ciervo axis en nuestro pais, sus impactos
ecosistémicos son reconocidos, pero no han sido investigados a profundidad; asi
como tampoco su rol en la dindmica de transmision de enfermedades (Cravino et al.,
2021). Es asi como surge el interés por estudiar el rol que tiene esta especie en la
transmision de un virus con potencial zoondtico como lo es el virus de la Hepatitis E,
asi como su posible impacto sobre la diversidad de especies dentro del ecosistema y
la propagacion del virus a algunas de ellas.
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4. REVISION BIBLIOGRAFICA
4.1 VIRUS DE LA HEPATITIS E (HEV)

4.1.1 INTRODUCCION

La infeccion por el virus de la hepatitis E constituye una de las principales causas de
hepatitis aguda en humanos a nivel mundial. Se estima que cada afio cerca de 20
millones de personas contraen el virus, aunque solo unos 3 millones presentan
manifestaciones clinicas. No obstante, son registradas aproximadamente 70.000
muertes anuales. Estos datos corresponden a dos de los ocho genotipos registrados
de HEV, por lo que el numero total de personas afectadas por este virus es
probablemente mayor (Velavan et al., 2021; WHO, 2025).

La mayoria de las infecciones agudas por HEV son autolimitadas y pueden resolverse
sin tratamiento; sin embargo, en poblaciones inmunocomprometidas (por ejemplo,
personas trasplantadas, en tratamiento quimioterapico o portadoras de HIV) la
infeccién puede evolucionar hacia una forma crénica y potencialmente fatal (Lhomme
et al., 2020; Velavan et al., 2021). Asimismo, las mujeres embarazadas presentan una
mayor vulnerabilidad, especialmente durante el ultimo trimestre de gestacion, lo que
puede derivar en hepatitis fulminante, complicaciones obstétricas e incluso en la
transmision vertical del virus (Kumar et al., 2004; WHO, 2024).

Aunque el HEV afecta principalmente al higado, se han reportado también
manifestaciones extrahepaticas, incluidas alteraciones neurolégicas (Dalton et al.,
2015) y renales (Kamar et al., 2012).

La patogenia de la infeccion es poco comprendida. Aun no esta claro como las
particulas virales llegan al higado tras la transmisién fecal-oral (Lhomme et al., 2020).
Sin embargo, Marion et al. (2020) detectaron antigenos de HEV en células de las
criptas intestinales de un paciente con infeccibn crénica y demostraron
experimentalmente que los genotipos HEV-1 y HEV-3 pueden replicarse en células
intestinales primarias humanas sin causar efectos citopaticos. Estos hallazgos
sustentan la hipotesis de un reservorio intestinal de HEV como posible causa de
recaidas, incluso en pacientes en tratamiento antiviral.

El HEV no parece ser un virus citopatdgeno, y el dafo hepatico observado parece
deberse principalmente a la respuesta inflamatoria del huésped, evidenciada por una
alta prevalencia de linfocitos T CD3+ y por la hiperplasia de células de Kupffer en el
parénquima hepatico (Fonti et al., 2022; Nardini et al., 2014).

Actualmente no existe un tratamiento especifico para la infeccion. En los casos agudos
se aplican medidas de sostén, mientras que, en los cuadros crénicos, dependiendo
del caso, puede optarse por la suspension de la terapia inmunosupresora (si aplica),
el uso de interferén a pegilado como inmunomodulador (contraindicado en receptores
de trasplante de rifidn, pancreas, corazén y pulmén) o de ribavirina (RBV), un antiviral
de amplio espectro, considerado actualmente, el tratamiento de eleccion (Hui & Wei,
2023; Lhomme et al., 2020).
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En cuanto a la vacunacion, China y Pakistan son actualmente los Unicos paises que
cuentan con la vacuna Hecolin®, la unica aprobada hasta el momento para prevenir
la hepatitis E en seres humanos (WHO, 2024).

4.1.2 ESTRUCTURA Y GENOMA VIRAL

El HEV es un virus pequefio de simetria icosaédrica, del cual se han identificado dos
variantes morfoldgicas distintas: una forma “cuasi-envuelta” (eHEV, ~40 nm), presente
en sangre, y una forma no envuelta o desnuda (~30 nm), que se encuentra en las
heces y la bilis y presenta mayor capacidad infectante (Ji et al., 2021) (Figura 1).

El genoma de HEV consiste en un ARN monocatenario de sentido positivo, que
contiene tres marcos abiertos de lectura (ORF1, ORF2 y ORF3) (Kumar et al., 2013)
(Figura 2). ORF1 es el mas extenso y codifica una poliproteina no estructural, esencial
para la replicacion viral; ORF2 codifica la proteina de la capside, principal componente
estructural de los viriones; y ORF3, que se superpone parcialmente (~300 pb) con
ORF2, codifica una pequena poliproteina multifuncional involucrada en la liberacién y
el ensamblaje del virus (Nan & Zhang, 2016). Ademas, se ha detectado la expresion
de una proteina viral adicional (ORF4), exclusiva del genotipo 1 de HEV (Nair et al.,
2016).

Virién cuasi-envuelto
de HEV

de HEV

Capside de HEV

Cuasi-envoltura
ORF3-HEV

Figura 1. Esquema de la estructura de HEV. Morfologias casi-envuelta y desnuda.
Extraido y traducido de Nan et al. (2018).

ORF3
5-NTR 3"-NTR
. _

F . ORF1 . i ORF2 %
J ! }
mG-Cap | Poly A
|
|
|

Y-domain Helicase v . Capsid
Phosphoprotein

RMNA-dependant

Methyltransferase Protease R e

Figura 2. Organizacion gendomica de HEV con sus tres ORF parcialmente
solapados. Extraido de Amini-Bavil-Olyaee et al. (2009).

13



4.1.3 TAXONOMIA

El virus de la hepatitis E pertenece a la familia Hepeviridae, que actualmente se divide
en dos subfamilias: Orthohepevirinae (virus que infectan aves y mamiferos) y
Parahepevirinae (virus que infectan peces). La subfamilia Orthohepevirinae se
clasifica, a su vez, en cuatro géneros: Avihepevirus, que infecta aves; Chirohepevirus,
que infecta murciélagos; Rocahepevirus, que infecta ratas, hurones y visones; y
Paslahepevirus, que infecta mamiferos domeésticos y silvestres. Dentro de este ultimo
género, la especie Paslahepevirus balayani es la que afecta a la mayor diversidad de
hospedadores y comprende ocho genotipos. De ellos, HEV-1, HEV-2, HEV-3, HEV-4
y HEV-7 pueden infectar a humanos (ICTV, 2025; Purdy et al., 2022).

4.1.4 DISTRIBU,CIO'N DE GENOTIPOS, RESERVORIOS, VIAS DE TRANSMISION
Y CUADRO CLINICO.

La infeccidén por los genotipos HEV-1 y HEV-2 esta restringida al ser humano, aunque
se han detectado primates no humanos como huéspedes susceptibles. Su distribucién
se concentra principalmente en paises de escasos recursos, siendo endémica en
Asia, Africa y América Central (Figura 3). La via de transmisién mas comun es la fecal-
oral, a través del agua contaminada, que ha sido asociada a brotes importantes de la
enfermedad en el pasado. El cuadro clinico suele ser agudo y estos genotipos
representan un mayor riesgo en mujeres embarazadas (Ahmed & Nasheri, 2023;
Lhomme et al., 2020; Tene et al., 2025) (Figura 4).

Los genotipos HEV-3 y HEV-4 se distribuyen tanto en paises en vias de desarrollo
como en regiones industrializadas (Figura 3). Tienen reservorios animales y se
transmiten de forma zoondtica, principalmente mediante el consumo de carne
contaminada cruda o insuficientemente cocida (Figura 4). Estos genotipos virales
pueden causar infecciones cronicas, especialmente en personas
inmunocomprometidas (Lhomme et al., 2020; Li et al., 2005; Webb & Dalton, 2019).

La circulacion de los genotipos HEV-5 y HEV-6 es relativamente baja; sus principales
reservorios son los jabalies y su distribucién se limita actualmente a Japdn (Kenney,
2019).

Por su parte, los genotipos HEV-7 y HEV-8 se encuentran principalmente en
camélidos de Oriente Medio, Africa y China, respectivamente, y se ha documentado
la transmisién zoondética del virus HEV-7 mediante el consumo de carne o leche de
animales infectados (Ahmed & Nasheri, 2023; Lee et al., 2016).

HEV-3 es la cepa mas prevalente en seres humanos y tiene como principales
reservorios los cerdos domésticos (Sus scrofa domesticus) y los jabalies (Sus scrofa)
(Mirazo et al., 2018). Este genotipo ha sido detectado en una gran variedad de
especies domésticas (vacas, ovejas, cabras, conejos, burros, caballos, perros y gatos)
y silvestres (delfines, ciervos, ratas, pecaries, mangostas, mapaches, liebres y linces).
Su rango de hospedadores se encuentra en constante expansion, por lo que el
espectro completo de especies potencialmente reservorio o susceptibles a la infeccion
aun es desconocido (Ahmed & Nasheri, 2023). De hecho, muy recientemente se
reportd, por primera vez, un caso de infeccibn en carpincho (Hydrochoerus
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hydrochaeris) en Brasil (Cunha et al., 2023). Ademas de los cerdos domésticos y
silvestres, los ciervos podrian desempenfiar un papel relevante en la epidemiologia del
virus (Cancela, Cravino et al., 2023; Karlsen et al., 2023).

La elevada variabilidad genética de HEV, propia de los virus ARN, sumada a la presién
selectiva ejercida por el sistema inmunitario de la amplia gama de posibles
hospedadores, podria favorecer un incremento de la diversidad genética viral y la
aparicion de nuevos genotipos o subtipos emergentes en distintas especies (Sridhar
et al., 2017; Li et al., 2022).

A diferencia del ser humano, en el que puede presentar sintomatologia clinica y existe
evidencia de dafio hepatico a nivel histopatolégico -caracterizado por hepatitis de
moderada a severa, colangitis y tractos portales con infiltrado inflamatorio mixto
severo de polimorfonucleares y linfocitos- (Malcolm et al., 2007); en animales con
infeccién natural, la presentacion suele ser subclinica, sin evidencia de alteraciones
macroscopicas en tejidos, y con lesiones hepaticas leves o inaparentes a nivel
histopatoldgico (Fonti et al., 2022; Meng et al., 1997; Nardini et al., 2014; Risalde et
al., 2017). En animales de experimentacion inoculados con el virus se ha observado
infiltrado linfocitico multifocal y necrosis hepatocelular (Krawczynski et al., 2011). Sin
embargo, estas diferencias podrian deberse a la via de transmisién: por contacto en
la infeccion natural y por inoculacion intravenosa en la inoculacién experimental, lo
que genera, en esta ultima, una diseminacion mas rapida y generalizada del virus
(Risalde et al., 2017).
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Figura 3. Distribucion de genotipos de HEV a nivel mundial.
Extraido de Treagus et al. (2021).
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Figura 4. Fuentes y vias de transmision de HEV segun genotipo viral (HEV 1 - 8).
Extraido y traducido de Ahmed & Nasheri (2023).

4.1.5 ANTECEDENTES EN URUGUAY

En Uruguay, los primeros casos de infeccion aguda por HEV-3 en humanos fueron
reportados en 2011 (Mirazo et al., 2011). En relacion con las posibles fuentes de
infeccidn del virus, un estudio realizado por Mirazo et al. (2018) reporté en cerdos de
granja una prevalencia de anticuerpos contra HEV del 46,8% y la deteccion de ARN
viral en el 16,6% de los higados destinados a la comercializacion o a la manufactura.
En jabalies, presentaron anticuerpos contra HEV el 22,1% de los individuos
analizados, y se detect6 ARN viral en el 9,3% de las muestras de higado. La
caracterizacion genética de las cepas analizadas reveld una identidad nucleotidica
muy alta con las cepas de HEV detectadas en casos humanos en Uruguay, lo que
sugiere que el riesgo de transmision zoonotica del virus desde reservorios animales
es muy elevado.
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En 2020, mediante un estudio seroldgico realizado en donantes de sangre, se observo
una tasa de seroprevalencia del 10%, diez veces mayor que la registrada en un
estudio previo de 1997 (Bangueses et al., 2021; Cruells et al., 1997). El analisis
filogenético mostré que las cepas virales detectadas en los donantes presentan una
alta relacion con secuencias de HEV-3 previamente reportadas en humanos y en
porcinos del pais (Bangueses et al., 2021). Sin embargo, durante el periodo
comprendido entre enero de 2015 y diciembre de 2020, se notificaron unicamente 30
casos ante el Departamento de Vigilancia de la Salud del Ministerio de Salud Publica,
lo que indica la posible existencia de un subdiagndstico en relacién con la circulacion
del virus (Ministerio de Salud Publica [MSP], 2020).

En lo que respecta a los estudios realizados en animales silvestres en cautiverio, se
evidencié una seroprevalencia de anticuerpos anti-HEV del 24,7% en pecaries de
collar (Pecari tajacu) (Ferreiro et al., 2021) y del 10,5% en venados de campo
(Ozotoceros bezoarticus) (Cancela, 2023).

Un estudio reciente realizado en ciervos axis (Axis axis) de vida libre en Uruguay
detectd una seropositividad del 11,1% y la presencia de ARN de HEV en el 68,4% de
los individuos analizados. En este ultimo caso, el analisis filogenético reveld que las
cepas circulantes pertenecen al genotipo 3 de HEV, asi como a variantes no
clasificadas relacionadas con el HEV de alce (Paslahepevirus alci), cuyo potencial de
transmisiéon a humanos y a otros animales domésticos o silvestres aun se desconoce.
Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que los ciervos axis deberian
considerarse un nuevo reservorio zoonético de HEV (Cancela, Cravino et al., 2023),
aunque su papel en la epidemiologia de la infeccion y su posible impacto como
diseminadores hacia otras especies silvestres permanecen inciertos.

4.2 INVASIONES BIOLOGICAS

4.2.1 INTRODUCCION

Las invasiones biolégicas son procesos mediante los cuales una especie es
trasladada fuera de su distribucién natural, ya sea de forma intencional o accidental,
como resultado de actividades humanas, y se establece en nuevas regiones, donde
pasa a considerarse exotica. Para ser clasificada como especie invasora, dicha
especie debe ser capaz de establecer poblaciones viables, propagarse y, en ultima
instancia, representar una amenaza para la diversidad biolégica nativa, actuando
ademas como agente de cambio en el ecosistema receptor (Blackburn et al., 2011;
IUCN, 2000).

La globalizacion, la ganaderia, la agricultura, la caza, el comercio de pieles, el
comercio de mascotas exéticas y de plantas ornamentales son algunas de las
principales vias de introduccién que contribuyen a la expansion de especies exéticas
invasoras (EEI) (Ballari et al., 2016; Hulme, 2014; Schmitz & Simberloff, 1997).
Muchas de estas actividades constituyen un importante sustento econémico para las
poblaciones locales, lo que, en numerosos casos, dificulta o impide la implementacién
de medidas de control y erradicacion (Schmitz & Simberloff, 1997).

Sin embargo, los impactos de las EEI repercuten directamente en la cantidad y calidad
de los servicios ecosistémicos, afectando los medios de subsistencia, las
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infraestructuras; generando grandes pérdidas econémicas, ademas de una creciente
preocupacion social (Convenio sobre la Diversidad Biologica y Union Internacional
para la Conservacion de la Naturaleza [CDB & IUCN], 2024; Diagne et al., 2021;
Heringer et al., 2021; Simberloff et al., 2013). Constituyen una de las amenazas mas
importantes y de crecimiento mas acelerado para la seguridad alimentaria, la salud
humana y animal, y la biodiversidad y, junto con el cambio climatico, representan uno
de los desafios mas dificiles de revertir IUCN SSC Invasive Species Specialist Group
& Invasive Species Initiative, 2012).

4.2.2 IMPACTOS AMBIENTALES Y ECOLOGICOS

A nivel ecosistémico, las EEIl generan un amplio rango de impactos mediante diversos
mecanismos y en distintas escalas espaciales y temporales. Estos impactos dependen
del lugar, de las especies invasoras involucradas y del contexto ecolégico, lo que los
hace dificiles de evaluar en muchos casos (Ehrenfeld, 2010; Simberloff et al., 2014).

En el caso de las plantas invasoras, estas afectan los ecosistemas mediante sus
patrones de adquisicion de recursos y de crecimiento. La densidad, morfologia y tasa
de crecimiento de las plantas invasoras explican tanto los cambios en los ciclos de
nutrientes como las acumulaciones de sedimentos que alteran la geomorfologia y la
hidrologia de los ambientes (Ehrenfeld, 2010), por ejemplo, mediante la pérdida de
agua por evapotranspiracion (Dye & Jarmain, 2004) o la pérdida de nitrégeno del
suelo, por fijacion en las plantas o por la emision de éxidos de nitrégeno como N,O y
NO (Hall & Asner, 2007).

En contraste, los animales invasores afectan los ecosistemas a través de vias tréficas
y no troficas, asi como mediante comportamientos que pueden implicar uno o ambos
tipos de mecanismos (Ehrenfeld, 2010).

Por un lado, los animales invasores modifican las dinamicas troficas mediante el
consumo, como por ejemplo la depredaciéon diferencial de herbivoros y detritivoros
(Ehrenfeld, 2010). Por otro lado, sus excreciones pueden generar acumulaciones
significativas de materia organica, como grandes deposiciones de heces, que alteran
las concentraciones de macronutrientes tanto en el suelo como en el agua (Beard et
al., 2002; Carlsson et al., 2004; Figueredo & Giani, 2005). Asimismo, las especies
denominadas “ingenieras ecosistémicas” producen modificaciones sustanciales en el
habitat; un ejemplo de ello son los castores (Castor canadensis) en Chile, que
mediante la construccion de diques provocan desvios del agua y pérdida de grandes
volumenes de arboles debido a las inundaciones (Baldini et al., 2008; Crooks, 2002).

Como impulsores de la pérdida de diversidad bioldgica, las EEI han contribuido tanto
al declive como a la extincion de especies nativas, siendo un factor importante en mas
del 60% de las extinciones documentadas de animales y plantas a escala mundial
(Intergovernmental Science-Policy Platform on Biodiversity and Ecosystem Services
[IPBES], 2023; Millennium Ecosystem Assessment, 2005). Se trata de un proceso
gradual e insidioso, en muchos casos dificil de evaluar (Schmitz & Simberloff, 1997).

Sus efectos se producen a través de la interaccidn con especies autéctonas, mediante
la competencia directa, la depredacion, la hibridacién y la transmision de
enfermedades (CDB y UICN, 2024). Los efectos ecologicos directos en los
ecosistemas, ademas, contribuyen a alterar las interacciones biologicas y los
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equilibrios sanitarios de los ecosistemas, generando también, cambios en la dinamica
de transmision de patégenos (Chinchio et al., 2020).

4.2.3 CAMBIOS EN LA DINAMICA DE TRANSMISION DE PATOGENOS

Las EEI pueden ser portadoras de patdégenos previamente ausentes en el area de
invasion, actuar como dispersoras de patégenos ya presentes o influir de forma
indirecta, alterando las dinamicas de transmision mediante cambios en el ecosistema,
en la diversidad y abundancia de hospedadores, o en las interacciones con los propios
patdégenos (Chinchio et al., 2020; Hulme, 2014; Young et al., 2017).

La riqueza y diversidad de especies pueden limitar la exposicién y el impacto de los
patégenos, fenomeno conocido como “efecto dilucion” (Cunningham et al., 2017;
Keesing & Ostfeld, 2021). Cuando un ecosistema se degrada, pierde su capacidad
para regular o amortiguar los ciclos de infeccidén, y cuando una especie se vuelve
dominante, como ocurre con las EEI, puede amplificar la transmisiéon de patégenos
propios o locales, actuando como fuente de infeccion para la fauna nativa, los
animales domésticos o incluso para el ser humano (Young et al., 2017).

En general, las infecciones zoondticas tienen, o han tenido, su origen en la fauna
silvestre, y las especies invasoras pueden desempeiar un papel tan importante, o
incluso superior, al de la fauna nativa en estos procesos (Hulme, 2014; Roy et al.,
2023). Estas especies son portadoras de una gran diversidad de patdégenos con
potencial zoondtico (Najberek et al., 2022), y debido a su capacidad de desplazarse
sin restricciones, de habitar entornos antropizados y de mantener contacto estrecho
con animales domésticos, aumentan la tasa de interaccién entre fauna silvestre,
humanos y animales domésticos, incrementando asi la posibilidad de infeccion
(Hulme, 2014; Roy et al., 2023).

Las vias de transmision son diversas e incluyen el consumo de animales, agua o
vegetales contaminados; el contacto directo con excretas; y la transmisién mediante
vectores (Plowright et al., 2017). Sin embargo, la transmisién de enfermedades desde
la fauna silvestre al ser humano (spillover) depende de multiples factores, entre ellos
la dinamica de la enfermedad en el hospedador reservorio, la exposiciéon al patégeno
y los factores propios del ser humano que determinan su susceptibilidad a la infeccion.
Estos procesos suelen ser muy complejos y, en general, poco caracterizados, en parte
debido al enorme desafio que supone el estudio de la fauna en condiciones naturales
(Plowright et al., 2017).

4.2.4 MONITOREO EN FAUNA SILVESTRE

El numero creciente de enfermedades emergentes y el enfoque de Una Salud, que
integra la salud de la vida silvestre, humana y de los animales domésticos en un unico
marco, han evidenciado la importancia de estudiar y monitorear los patégenos y las
enfermedades en las poblaciones de fauna silvestre (Ryser-Degiorgis, 2013; Schilling
et al., 2022).

Sin embargo, existen diversas limitaciones asociadas a la investigacion a campo, tales
como la accesibilidad a los sitios de muestreo, la toma y el almacenamiento de
muestras, y los riesgos para los animales y los operarios (Schilling et al., 2022). En
paralelo, los métodos de captura, los protocolos y los permisos para la manipulaciéon
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de individuos plantean dificultades de distinta indole. En este contexto, los métodos
de muestreo no invasivos se presentan como una alternativa para superar algunas de
estas limitaciones. Mediante estos métodos, la colecta de muestras no requiere la
captura ni la manipulacién de los animales, lo que presenta varias ventajas: a) menor
estrés y perturbacién de los individuos, aumentando la seguridad para ambas partes,
b) posibilidad de obtener tamafios de muestra mayores a menor costo (Pauli et al.,
2010; Schilling et al., 2022), y c) viabilidad para estudiar especies cripticas, de baja
densidad o dificiles de detectar mediante técnicas convencionales (Kucera & Barrett,
2011). Algunos ejemplos de técnicas no invasivas incluyen la recoleccién de fecas,
orina, plumas, piel, saliva o huellas, trampas de pelo, caAmaras trampa, fotografia aérea
y deteccion visual o acustica (Bechert, 2012; Pauli et al., 2010).

Gracias a su versatilidad y facilidad de obtencién, las fecas son el material mas
utilizado para el monitoreo no invasivo de la fauna silvestre. Permiten detectar una
amplia variedad de patdégenos, incluidos virus, bacterias y parasitos en distintos
estadios, e incluso, en el marco de Una Salud, investigar la resistencia a los
antimicrobianos (RAM). También se emplean para la identificacion genética y la
evaluacion del estado general de salud de los animales, mediante el analisis de
parametros fisiolégicos (hormonas tiroideas, hormonas sexuales o del estrés), la
deteccion de contaminantes o estudios de dieta (Schilling et al., 2022).

Complementariamente, las camaras trampa han permitido observar la fauna silvestre
durante décadas sin necesidad de presencia humana directa. Su uso ha contribuido a
comprender las relaciones ecoldgicas y dinamicas poblacionales, permitiendo estudiar
la etologia, la distribucion espacial y, a partir de estos datos, estimar la abundancia y
densidad de las poblaciones (Kucera & Barrett, 2011). Ademas, posibilitan evaluar las
interacciones entre especies, lo cual resulta de gran utilidad para comprender la
dinamica de la circulacion intra e interespecifica de los patdégenos (Kukielka et al.,
2013).

4.3 ESPECIES EXOTICAS INVASORAS EN URUGUAY

En lo que respecta a Uruguay, la proteccion de la fauna silvestre nativa y exética esta
regulada desde 1935 mediante una serie de leyes y decretos que la definen y la
protegen, principalmente a través de la regulacion de la caza y captura de
determinadas especies. Sin embargo, ya en 1911, mediante la Ley N.° 3921, se hace
referencia a las especies exdticas invasoras, estableciendo la obligacion de eliminar
al jabali por parte de arrendatarios y tenedores (lturburu et al., 2024).

Aunque el control de la expansion de las principales EEI fue uno de los objetivos de
la Estrategia Nacional de Biodiversidad (2016-2020) de nuestro pais (Ministerio de
Vivienda, Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente [MVOTMA], 2016); la
implementacion de dichos planes de control aun no se ha efectivizado.

Actualmente, el Comité de Especies Exadticas Invasoras (CEEI) identifica en Uruguay
un total de 351 especies exoticas (Masciadri et al., 2010). De estas, 42 especies han
sido clasificadas como invasoras, incluyendo 17 especies de plantas vasculares, 13
de animales invertebrados (ocho acuaticos y cinco terrestres) y 14 vertebrados (tres
acuaticos y nueve terrestres) (Aber et al., 2014). Entre los vertebrados terrestres, dos
mamiferos han sido considerados de especial riesgo: el ciervo axis y el jabali (Brazeiro
et al., 2021).
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En Uruguay, el jabali y sus impactos ecologicos y productivos han sido ampliamente
estudiados, siendo declarado plaga nacional desde 1982 (Lombardi et al., 2021). En
contraste, la informaciéon disponible sobre el ciervo axis es aun muy limitada y los
estudios de campo realizados hasta el momento son escasos (Cravino et al., 2021).

4.3.1 CIERVO AXIS
4.3.1.1 Introduccion

La especie Axis axis (Erxleben, 1777) es un artiodactilo perteneciente a la familia
Cervidae. Se trata de un ciervo de porte mediano, que alcanza aproximadamente 1,5
m de longitud y entre 60 y 100 cm de altura a la cruz. Presenta un pelaje de coloracion
rojizo-amarronada con manchas blancas distribuidas a lo largo del cuerpo, mientras
que el cuello y el vientre son de color blanco. Los machos poseen grandes astas que
cambian anualmente, aunque sin una estacionalidad marcada (Randel Il & Tomecek,
2021; Schaller, 1967, citado por Anderson, 1999) (Figura 5).

Figura 5. Fotos de cervo axis macho (izqierda) y hem (derecha)
Cortesia de la Dra. Alexandra Cravino.

El ciervo axis es una especie generalista en cuanto a habitat y dieta. Es herbivora y
oportunista: se alimenta principalmente de gramineas, aunque también consume
hojas, frutos, cortezas, raices e incluso cultivos agricolas (Schaller, 1967, citado por
Anderson, 1999). Presenta una gran capacidad de adaptaciéon tanto a ambientes
naturales como modificados, en un amplio rango de condiciones climaticas. Es una
especie gregaria, cuyos grupos pueden variar entre pocos individuos y mas de un
centenar. Alcanza rapidamente la madurez sexual y no presenta estacionalidad
reproductiva (Anderson, 1999; Randel Ill & Tomecek, 2021).

Su distribucion original comprende la regidn del sudeste asiatico, incluyendo India,
Nepal, Butan, Bangladesh y Sri Lanka. La especie esta catalogada por la IUCN como
de “Preocupacion Menor” (LC; Least Concern) (Duckworth et al., 2015). La especie ha
sido introducida en todos los continentes no polares, principalmente con fines
cinegéticos. Debido a su caracter generalista, su alta capacidad de adaptacion y, en
muchos casos, la ausencia de depredadores naturales, se ha convertido en una
especie invasora en la mayoria de los paises donde fue trasladada, incluyendo las
Islas Andaman, Argentina, Armenia, Australia, Brasil, Chile, Croacia, Estados Unidos
(California, Florida, Hawai, Texas), México, Moldavia, Pakistan, Papua Nueva Guinea,
Ucrania y Uruguay (Duckworth et al., 2015).
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4.3.1.2 Distribucién en Uruguay

En Uruguay, el ciervo axis fue introducido de forma intencional en 1927 por Aarén de
Anchorena en el Parque Anchorena, departamento de Colonia (actual Estancia
Presidencial). Su introduccién respondié probablemente a fines cinegéticos vy
estéticos. Desde alli, la especie fue trasladada a otros puntos del pais, como Rocha
(Parque Nacional Santa Teresa), Treintay Tres (coto de caza Rincdon de los Matreros),
Florida y distintos establecimientos privados (Cravino et al., 2021; Gonzalez, 1979).

Actualmente no se dispone de informacién actualizada sobre el tamafio poblacional
en el territorio nacional, sino que existen esfuerzos puntuales de censado. En el
estudio de Cravino et al. (2021), se realizé un analisis de distribucién de la especie a
partir de distintas fuentes de registro, que revelo la presencia de Axis axis en los 19
departamentos del pais, con una mayor concentracion de ejemplares en el litoral
oeste, especialmente en el sector norte. Para 2025, esta distribucion se ha expandido,
pero aun con menores registros en la region noreste del pais (paisajes dominados por
bosques serranos) en comparacion con el litoral oeste (paisajes dominados por
bosques parque y otros ambientes de menor cobertura arbérea y menos pendiente)
(Figura 6).
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Figura 6. Esquema de la distribucion de ciervo axis y su expansion en Uruguay.
Cortesia de la Dra. Alexandra Cravino.

4.3.1.3 Impactos del Ciervo axis en el pais

La especie, identificada como exodtica invasora y de caza regulada en territorio
nacional (Ministerio de Ambiente, 2025), es buscada tanto por trofeo como por
represalia por impactos identificados, sobre todo, en el sector productivo. Sin
embargo, mas alla de lo observado, sus impactos han sido cuantificados en pocas
oportunidades.

Para 1997, el ciervo axis ya representaba una problematica significativa en el Parque
Anchorena, sitio donde fue originalmente introducido. Ese afio se convocé a un grupo
de expertos en cérvidos, tanto nacionales como internacionales de la IUCN, con el
objetivo de elaborar una propuesta de Plan de Manejo de la poblacion de ciervos axis
en la Estancia Presidencial. Para ese entonces, la especie se desplazaba libremente
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por la propiedad y habia destruido cerca del 70% de los arboles plantados en los
ultimos 15 afios. Se estimaba una poblacién de aproximadamente 300 ejemplares vy,
debido a la falta de control, se consideraba que la situacién habia alcanzado un punto
critico, lo que requeria la adopcion de medidas urgentes para mitigar y eliminar los
dafnos ocasionados por el ciervo (Gonzalez & Seal, 1997). El ultimo censo realizado
en la estancia presidencial estimé una poblacién que supera los 1500 animales
(A.Cravino & S.Mirazo, comunicacion personal, 2025) (Figura 7).
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Figura 7. Situacién poblacional de ciervo axis en el Parque Anchorena.
Cortesia del Dr. Santiago Mirazo y la Dra. Alexandra Cravino (2024).

Como se predijo en 1997, los ciervos axis se dispersaron fuera del Parque Anchorena,
y los danos por ramoneo, frotado de astas y pisoteo sobre las plantaciones, descritos
por Gonzalez & US Seal (1997), se expandieron progresivamente a todo el pais. Hasta
el momento la informacién disponible provenia de estudios puntuales u observaciones
aisladas, pero desde el 2021 se estan iniciando investigaciones dirigidas (Cravino et
al., 2021; A.Cravino comunicacion personal, 2025).

El dafio a plantas nativas, cultivos agricolas y plantaciones ornamentales causado por
el consumo o el pisoteo de esta especie ha sido ampliamente documentado
(Anderson, 1999; Hess et al., 2015; Swette Center for Sustainable Food Systems,
2024). En Uruguay, al igual que en la region, se han observado dafios en arboles tanto
en especies nativas como en plantaciones forestales. Estos se producen por
descortezamiento (consumo de corteza) y por el frotado de las astas, principalmente
durante el periodo de recambio (Cravino et al., 2021; Tellarini et al., 2023).

En cuanto al ciervo axis como posible transmisor de patégenos en Uruguay, se han
realizado muy pocos estudios hasta la fecha. En el trabajo de Cancela, Cravino et al.
(2023) sobre HEV en ciervos axis de vida libre, se detectd una seropositividad del
11,1% y la presencia de ARN viral en el 68,4% de las muestras fecales, evidenciando
a esta especie como un posible reservorio zoondtico del virus. En otro estudio,
Cabrera et al. (2025) reportaron una seroprevalencia media del 8,4% para
Toxoplasma gondii, representando el primer registro de exposicion de este parasito
en la especie, y del 49,8% para Neospora caninum, lo que indica una circulacion activa
del patégeno en las poblaciones de ciervos. En ambos trabajos se colocaron camaras
trampa en los sitios de estudio, en el marco del post doctorado de Alexandra Cravino,
mediante las cuales se evidencid la interaccion del ciervo tanto con fauna silvestre,
como con ganado doméstico (A. Cravino comunicacion personal, 2025).
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En otros paises se han detectado anticuerpos contra el virus de la diarrea viral bovina
(DVB), Leptospira spp., asi como la presencia de Mycobacterium bovis, agente causal
de la tuberculosis, y Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, causante de la
enfermedad de Johne (Riemann et al., 1979; Tellarini et al., 2023).

4.3.1.3.1 Interaccién con otras especies

La presencia del ciervo axis constituye una amenaza tanto para la fauna autoctona
como para el ganado, debido a la competencia interespecifica y a la posible
transmision de patogenos. Debido a su amplia distribucion, la interaccion con ganado
en nuestro pais es evidente y ha sido registrada mediante el uso de camaras trampa
(Cancela, Cravino et al., 2023). La competencia con estas especies productivas ocurre
principalmente por el uso compartido de recursos alimentarios, donde el ciervo se
alimenta de las pasturas y de los cultivos (Tellarini et al., 2023).

Mientras tanto, la competencia con herbivoros nativos, puede ocurrir por el uso del
habitat o por comportamientos agonisticos, como se ha observado para otras especies
en otros paises (Faas & Weckerly, 2010).

En Uruguay, la interaccion con especies nativas ha sido también registrada mediante
estudios con camaras trampa (A. Cravino comunicacion personal, 2025), lo cual
podria representar una amenaza para el venado de campo (Ozotoceros bezoarticus),
una de las dos especies de cérvidos autéctonos de nuestro pais. Aunque este cérvido
antiguamente presentaba una amplia distribucién en Sudamérica, hoy en dia el
venado se encuentra en poblaciones aisladas en Brasil, Bolivia, Paraguay, Argentina
y Uruguay (Gonzalez & Martinez-Lanfranco, 2010). En Uruguay se reconocen dos
subespecies: O. b. arerunguaensis y O. b. uruguayensis que corresponden a dos
subpoblaciones independientes: poblacion del norte “Arerungud” en Paysandu-Salto-
Tacuarembd, y del sur “Los Ajos” en Rocha, respectivamente. Habita en praderas y
pastizales, y en la subpoblaciéon del norte convive con ganado bovino en la mayor
parte de su extension (Gonzalez et al., en prensa). Aunque, debido a sus habitos
diurnos y su alimentacion en praderas abiertas, rara vez se lo ha observado interactuar
directamente con el ciervo axis (A. Cravino comunicacién personal, 2025), las
perturbaciones que esta EEI podria generar sobre el venado de campo aun no han
sido evaluadas (Cravino et al., 2021). Puntualmente, O. b. arerunguaensis es
categorizada por la lista roja de mamiferos de Uruguay como especie “En Peligro” de
extincion (Gonzalez et al., en prensa).

Por otro lado, la competencia de A. axis con el guazubira (Subulo gouazoubira), la otra
especie de cérvido autoctono de Uruguay, ha sido documentada hasta el momento en
Ibera (Argentina) a través de interacciones agonisticas (Tellarini et al., 2023).

Otra especie de relevancia en nuestro pais, debido a su amplia distribucién y sus
habitos es el carpincho. Hydrochoerus hydrochaeris (Linnaeus, 1766) es el roedor mas
grande del mundo y presenta una amplia distribucion en Sudamérica. En Uruguay, su
distribucion abarca todo el territorio y se encuentra estrechamente asociado a cuerpos
de agua como banados, lagunas, bordes de rios y arroyos (Gonzalez & Martinez-
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Lanfranco, 2010). Es una especie gregaria, cuyo tamano de grupo varia entre 2 a 30
individuos (Lacher, 2016 citado por Reid, 2016). Es herbivoro y tiene la particularidad
de excretar dos tipos de heces: una ovalada en forma de granulos individuales de
color verde oliva, (heces normales), y otra de consistencia pastosa y coloracién mas
clara (cecotrofos). La ingestion de estos ultimos directamente desde el ano, cecotrofia,
es reconocida en lagomorfos y varias especies de roedores; y ha sido descrita tanto
en carpinchos de cautiverio, como de vida libre (Lord, 1991; Mendes et al., 2000;
Nogueira-Filho et al., 2013).

Su principal amenaza a lo largo del continente es la caza, tanto por el valor de su
carne como por su piel. En Uruguay, debido a la disminucion de habitat, es
considerada una especie “Susceptible”y prioritaria para la conservacion (Gonzalez &
Martinez-Lanfranco, 2010).
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5. HIPOTESIS

En regiones con alta densidad poblacional de ciervos axis (Axis axis) y frecuentes
interacciones con la fauna autdctona, la frecuencia de deteccion viral de Hepatitis E
en otras especies es mayor. Asimismo, se propone que el grado de invasion de estas
comunidades por el cérvido invasor conlleva un deterioro de los ecosistemas y una
disminucién de la biodiversidad de mamiferos.

6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Investigar la distribucion del virus de la hepatitis E (HEV) en poblaciones de ciervo axis
(Axis axis) en areas con distintos niveles de abundancia y grado de invasividad, asi
como en ecosistemas donde se identifique la coexistencia con carpinchos
(Hydrochoerus hydrochaeris) y venados de campo (Ozotoceros bezoarticus
arerunguaensis). Asimismo, evaluar la frecuencia de deteccién viral en estas dos
especies en diferentes areas invadidas por el ciervo axis e investigar posibles circuitos
de amplificacion viral.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

OE1. I|dentificar areas de coexistencia y eventual conflicto entre las especies de
interés.

OE2. Generar un banco de muestras de materia fecal por area y periodo para las tres
especies, destinado a la implementacién de analisis moleculares.

OE3. Detectar la presencia de HEV en muestras de mamiferos silvestres mediante
técnicas de biologia molecular.

OE4. Vincular la presencia de HEV, asi como el numero de muestras y especies
infectadas, con las caracteristicas del ensamble de mamiferos.

OES5. Analizar la variabilidad genética de HEV para identificar posibles cadenas de
amplificacion.

OE®6. Evaluar la relaciéon entre el grado de invasion del ciervo axis y la frecuencia de

deteccion del virus HEV en las especies nativas, a fin de determinar su impacto sobre
la biodiversidad y la salud del ecosistema.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 AREAS DE ESTUDIO

Se evaluaron tres areas ubicadas en distintos puntos del pais que representan fases
diferentes del proceso de invasion del ciervo axis (Axis axis) en Uruguay: el origen de
la invasion (Cuenca del San Juan), una fase de invasion avanzada (Flores) y una fase
de invasién temprana (Paso del Parque). El darea denominada Cuenca del San Juan
(de aqui en adelante CSJ) se encuentra en el departamento de Colonia; el area
identificada como Paso del Parque (PdP) se localiza en el departamento de Paysandu;
y la zona denominada Flores (FL) se ubica en el departamento homoénimo (Figura 8).

Las tres areas son consideradas zonas invadidas por la especie, ya que se ha
confirmado la presencia de A. axis y de impactos atribuibles al ciervo en cada una de
ellas, de acuerdo con monitoreos piloto implementados en el marco del proyecto
HIRANA (permiso de colecta N.° 11293, Ministerio de Ambiente; responsables: S.
Mirazo y A. Cravino).

La Cuenca del San Juan (CSJ) constituye el origen documentado de la invasion del
ciervo axis en el pais y actualmente presenta una problematica significativa en los
cultivos agricolas y en el dafio a la arboleda histérica de la region. Se trata de una
zona con casi cien afos de presencia de la especie, caracterizada por una matriz
mixta de tambos, cultivos agricolas, ecosistemas naturales remanentes y actividad
turistica asociada.

La zona de Flores (FL) representa una fase de invasion avanzada y se distingue por
su relevancia ecoldgica, al incluir areas representativas de bosques riberefios de
importancia para la conectividad biolégica (particularmente asociados al rio Yi) y
bosques rocosos del tipo “mar de piedras”, que podrian funcionar como puntos de
encuentro o trampolines ecoldgicos para mamiferos medianos dentro de una matriz
forestal con ganaderia extensiva. En esta area se ha documentado la coexistencia e
interaccion del ciervo axis con el carpincho (Hydrochoerus hydrochaeris) y el jabali
(Sus scrofa) (A. Cravino, comunicacién personal, 2025), especie conocida por su rol
como reservorio del virus HEV en Uruguay (Mirazo et al., 2018).

Por su parte, Paso del Parque (PdP) representa una fase de invasién temprana. Esta
zona, ubicada en la regién basaltica del norte del pais, se caracteriza por su alta
relevancia ecologica y por la presencia de una ganaderia extensiva de baja densidad,
lo que ha permitido mantener grandes extensiones de habitats naturales. En el area,
el ciervo axis se encuentra en proceso de expansion, coincidiendo con la distribucidn
del venado de campo (O. b. arerunguaensis).

Las fases mencionadas reflejan la temporalidad y antigliedad de la invasién del ciervo
axis en cada area, mas que su frecuencia o abundancia actual. Cada territorio,
ademas, presenta diferencias en el uso y cobertura del suelo (Figura 8), lo que,
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sumado a la presencia del ciervo axis, genera distintos grados de presion antropica e
impacto ambiental sobre los ecosistemas locales.
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ganaderia extensiva

e~ Flores
- 7 Invasion avanzada

Colonia - Cuenca del San Juan
Parque Anchorena
Origen de la invasion

Ambientes nativos,
forestacion y ganaderia
extensiva

Amhbiant

nativos, forestacion,
agricultura, ganaderia extensiva
y turismo

rp

A
A
-

A

A

Cobertura y Usos del Suelo
(Fuente: DINACEA)

M- Agua

M 2 - Forestacion

M 3 - Bosque nativo

4 - Campo natural / pradera
A :
5 - Agricola
6 - Suelo desnudo / Infraestructura

el A .w"h
H A 7 - Humedales
A

= Estaciones de muestreo

0 m\n\gr “ o A Cémaras trampa/Fecas

Figura 8. Ubicacion geografica de las areas de estudio.
Elaboracion propia y de la Dra. Alexandra Cravino.

7.2 ESPECIES ESTUDIADAS

Las especies seleccionadas para este estudio fueron definidas en funcién de la
interaccion observada entre ellas mediante el uso de camaras trampa en estudios
paralelos al presente proyecto, asi como por los antecedentes de susceptibilidad al
HEV (Cancela, 2023; Cunha et al., 2023) y la factibilidad de obtenciéon de muestras.

En las areas Cuenca del San Juan (CSJ) y Flores (FL) se consideraron dos especies:
el ciervo axis y el carpincho. En el caso de Paso del Parque (PdP), se incorpord
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ademas el venado de campo, dada la superposicion de su distribucion con la del ciervo
axis en esta region.

Ciervo axis Carpincho Venado de campo
(Axis axis) (Hydrochoerus hydrochaeris) (Ozotoceros bezoarticus arerunguaensis)

Figura 9. Fotos de las especies de interés con su distribucién en Uruguay.
Cortesia de la Dra. Alexandra Cravino.

7.3 ESTRATEGIA METODOLOGICA

El trabajo integra metodologias ecoldgicas y moleculares bajo el enfoque de Una
Salud, combinando el monitoreo de fauna silvestre mediante camaras trampa con la
colecta no invasiva de muestras fecales. Se seleccionaron tres areas representativas
del territorio nacional que reflejan diferentes fases de invasion del ciervo axis,
abarcando una diversidad de ecosistemas y usos del suelo.

El fototrampeo permitié evaluar la coexistencia y la frecuencia relativa de las especies
de interés mediante un disefio estratificado aleatorio que cubrié los principales
ambientes de cada area. En paralelo, se realizé la recoleccion espacio-temporal de
fecas para la deteccion molecular del virus de la hepatitis E (HEV), con el objetivo de
estimar su frecuencia de deteccién en funcion del grado de invasion y las interacciones
interespecificas registradas.

Se resume lo mencionado en el siguiente esquema (Figura 10) y se presentan los
detalles metodoldgicos en las secciones a continuacion.
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Figura 10. Esquema metodoldgico.
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7.4 METODOLOGIA DE MUESTREO Y PROCESAMIENTO
7.4.1 FOTOTRAMPEO
7.4.1.1 Toma de datos

El relevamiento de mamiferos se realiz6 mediante el uso de camaras trampa,
distribuidas de forma estratificada al azar para cubrir todos los ecosistemas presentes
en las tres areas de estudio (Figura 8) e identificar zonas de coexistencia o conflicto
entre las especies de interés.

La ubicacion de los dispositivos y los muestreos piloto se definieron en el marco del
proyecto posdoctoral de la Dra. A. Cravino y del proyecto HIRANA previamente
mencionado. El muestreo en Paso del Parque (PdP) y Cuenca del San Juan (CSJ) se
llevé a cabo entre setiembre de 2023 y marzo de 2024, completando un periodo de
seis meses. En el caso de Flores (FL), el muestreo se realizé también durante seis
meses, entre mayo y octubre de 2024.

Cada fotografia obtenida contiene metadatos generados automaticamente por la
programacion de las camaras (codigo de imagen, codigo de la camara, fecha, hora,
temperatura y fase lunar). A su vez, se incorpord informacién adicional de forma
manual, incluyendo el sitio de muestreo, coordenadas, especie registrada, numero de
individuos, sexo, categoria, actividad aparente y observaciones pertinentes.

7.4.1.2 Procesamiento y analisis

El procesamiento inicial de las imagenes se realiz6 mediante el software de gestion
ExifPro (Kowalski, 2013), utilizado para la organizacion, etiquetado de especies y
extraccién de metadatos. En este programa se asignaron etiquetas (“tags”) con los
nombres de las especies y se exportaron los datos asociados a cada registro (fecha,
hora, camara, temperatura, fase lunar, coordenadas y observaciones), minimizando
errores de tipeo y evitando la manipulacion innecesaria de la informacion.

El analisis posterior se llevd a cabo en el entorno estadistico R (R Core Team, 2022)
utilizando el paquete camtrapR (Niedballa et al., 2016), que permite procesar y
analizar datos provenientes de camaras trampa. Para evitar el conteo multiple del
mismo individuo en una estacion de muestreo, todas las imagenes de una misma
especie tomadas dentro de un intervalo de una hora se consideraron como un unico
evento independiente (Cravino & Brazeiro, 2021; Cravino & Brazeiro, 2023). En los
casos en que se observaron varios individuos simultdneamente, el numero de eventos
se iguald al numero de individuos presentes. Este intervalo temporal de una hora fue
adoptado siguiendo criterios utilizados en estudios de especies con ecologia similar
(Cravino & Brazeiro, 2021; Decarre, 2015; Lantschner, 2012).
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A partir del conjunto de registros de especies, independientemente del numero de
fotografias por evento, se calcularon las tasas de captura (TC) para cada una, tanto
por estacion de muestreo como por tipo de habitat. La TC se defini6 como el numero
de eventos independientes (registros) dividido entre el esfuerzo de muestreo (nimero
de noches de camara), expresandose en unidades de registros/noches de camara.

Se analiz6 la tasa de registro de las especies de interés en cada area de estudio,
obteniendo un panorama detallado de la presencia y frecuencia de estas especies en
cada sitio. Para cada area de estudio fue graficada la composicion de especies a partir
de la modificacion de diagramas de ocurrencia de Olmstead-Tukey (Olmstead &
Tukey, 1947), identificando a las especies en: dominantes, frecuentes o constantes,
ocasionales o raras (Garcia de Ledn, 1988 citado en Gonzalez-Acosta, 1998). En este
caso se clasificaron segun su tasa de captura promedio y frecuencia de ocurrencia
(incidencia: sitios con registro) y diferenciando a las especies en: dominantes (tasas
de captura e incidencia ambas mas altas que los valores promedio), frecuentes o
constantes (tasas de captura mas bajas que los valores promedio e incidencia mas
alta), ocasionales (especies con tasas de captura mas altas que los valores promedio
y menor incidencia), y raras (tasas de captura e incidencia ambas mas bajas que los
valores promedio). La curva representada en el diagrama permite evaluar la
equitatividad y dominancia de especies de manera grafica (Figura 11).
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Figura 11. Esquema descriptivo de la clasificacion de especies en diagramas de
ocurrencia. Cortesia de la Dra. Alexandra Cravino.
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7.4.2 DETECCION DEL VIRUS DE LA HEPATITIS E

7.4.2.1 Recoleccion de muestras
La deteccion HEV se realiz6 mediante la colecta de muestras fecales de las tres
especies de interés: ciervo axis, carpincho y venado de campo.

Las muestras fueron recolectadas en campo priorizando aquellas que, por su color,
consistencia y brillo, indicaban mayor frescura. La colecta se efectué dentro de las
areas de incidencia cubiertas por las camaras trampa, de manera que fue posible
correlacionar la temporalidad y localizacion de las muestras con las especies
registradas por las camaras en cada sitio. En todos los casos, las heces se levantaron
frente a la zona de captura de cada camara trampa, permitiendo vincular la evidencia
molecular con la presencia confirmada de las especies detectadas en las imagenes.

Las heces de carpincho fueron facilmente identificables por su morfologia
caracteristica. En cambio, en el area de Paso del Parque (PdP), donde coinciden el
ciervo axis y el venado de campo, cuyas heces presentan gran similitud morfoldgica,
la colecta se realizdé unicamente cuando fue posible identificar la especie de origen
por observacioén directa.

Cada muestra fue preservada de forma individual en bolsas estériles, correctamente
rotuladas con la especie de origen, sitio y fecha de recoleccion. Posteriormente, fueron
refrigeradas durante el traslado al Laboratorio de Ecologia Viral y Virus Zoonéticos del
Instituto de Higiene, donde se conservaron a —80 °C hasta su procesamiento.

7.4.2.2 Procesamiento y analisis

Extraccion del ARN

Cada muestra fue homogeneizada y resuspendida en PBS (buffer fosfato salino), en
una relacion masa-volumen 1:3. Posteriormente se centrifugé por 5 minutos a 8000
rom y el sobrenadante se utilizé para extraccion de ARN. EI ARN se extrajo utilizando
el kit comercial QIAmp RNA QIAGEN (EEUU) segun las especificaciones del
fabricante (QIAGEN, 2026).

Deteccion de HEV

A partir del ARN extraido, la deteccion viral se realizé mediante PCR a tiempo real
(RT-gPCR) con tecnologia TagMan, utilizando el kit de una sola etapa “SensiFAST ™
Probe No-ROX One-Step Kit” (BIOLINE), amplificando una region conservada dentro
del segundo marco de lectura abierto (ORF 2) de acuerdo a Jothikumar et al (2006).

Las muestras positivas por RT-gPCR fueron analizadas mediante nested PCR
Touchdown (NPCRTD) de acuerdo a Drexler et al. (2012). Mediante esta técnica se
amplificd un fragmento de una region conservada de la ARN polimerasa dependiente
de ARN viral (RdRp) perteneciente a ORF1 (Figura 2), que presenta alto grado de
conservacion, lo que permite la deteccion de variantes que presentan mayor
divergencia en su secuencia (Zhai et al., 2006).
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Para ello primero se sometieron a un proceso de retrotranscripcion del ARN viral para
obtener secuencias de ADN complementario (cDNA), utilizando la enzima
SuperScript™ Il (SSII) (Invitrogen-Thermo Scientific) y oligonucledtidos hexameéricos
aleatorios.

Para la nPCRTD se realizaron dos PCR utilizando los mismos reactivos y las mismas
condiciones de ciclaje en ambas, pero con diferentes primers: en la primera reaccion
se empled el primer R4598, en la segunda el primer R4565, y en ambas se utilizo el
primer F4228. Se colocaron 2,5 yL de ADNc en un mix con Buffer 10X, MgCI2 50mM,
dNTPs 10mM, primer forward 50uM, primer reverse 50uM y Taq Polimerasa en un
volumen final de 25 uL. El ciclado para estas PCR consistié en un primer paso de 5
minutos a 94°C. Luego se continuan 10 ciclos de: 45 segundos a 94°C, 30 segundos
a 60°C descendiendo hasta 50°C (-1°C por ciclo) y 45 segundos a 72°C. Seguido por
40 ciclos de: 45 segundos a 94°C, 45 segundos a 52°C, 45 segundos a 72°C y
finalizando con 5 minutos a 72°C.

Como control negativo (C-) de las nPCRTD se utilizé agua estéril libre de nucleasas
(UltraPure™ DNase/Rnase-Free Distilled Water-DEPC, Invitrogen®) en lugar de ARN
para poder descartar contaminaciones. Por otro lado, como control positivo (C+) de la
NPCRTD se utilizé el ARN extraido previamente de una muestra de materia fecal HEV
positiva proveniente de un paciente humano. Para el resto de las nPCRTD se utilizd
como C+ el ARN de muestras positivas de carpincho.

Electroforesis y amplificacién

Con los productos resultantes de la nPCRTD se realiz6é una electroforesis en gel de
agarosa 1,5% para evaluar la presencia de las bandas de amplificaciéon esperadas
para la region Polimerasa (330 pb). Para esto se disolvi6 0,75 g de Agarosa en 50 mL
de buffer Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X y posteriormente se anadieron 2,5 uL del
agente intercalante SYBR Safe (Invitrogen Life Techonologies, USA). Luego de
gelificado, se cargaron 6 uL de las muestras y controles con 2 pL de buffer de carga
6X (Thermo Scientific, USA) agregado. Ademas, se incluyeron en la corrida
electroforética los marcadores de peso molecular 100 pb Plus o 1 Kb (Thermo
Scientific™ GeneRuler™ DNA Ladders, USA). La corrida electroforética se realizé a
100V durante 30 minutos.

Los productos de PCR especificos se purificaron a partir del gel de agarosa con el kit
Zymoclean Gel DNA Recovery kits - Zymo Research (D4007), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los amplicones fueron secuenciados por el servicio de
secuenciacion automatica de Macrogen (Corea del Sur) para realizar el analisis
filogenético.

La alineacion de las muestras secuenciadas y el disefio del arbol filogenético se
realizaron utilizando el software Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA)
v.12, mediante el método de Neighbor Joining, aplicando el modelo de dos parametros
de Kimura con distribucién gamma (G) y mil réplicas de bootstrap.
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Las secuencias utilizadas para la construccion del arbol filogenético fueron obtenidas
de Gen Bank tomando como referencia a Smith et al. (2020).
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8. RESULTADOS

8.1 FOTOTRAMPEO

Se analizaron 18 estaciones de muestreo, con un esfuerzo total de 2326
noches/camara, registrandose entre 10 y 13 especies de mamiferos segun el area. En
la Cuenca del San Juan (CSJ) se obtuvieron 569 registros (812 noches/camara) y una
riqueza de 12 especies, con el ciervo axis como especie dominante. En Paso del
Parque (PdP) se registraron 236 eventos (730 noches/camara) y una riqueza de 10
especies, donde el ciervo axis también fue dominante, aunque con una distribucion
mas equitativa de las tasas de captura entre el resto de las especies. En Flores (FL),
con 455 registros (784 noches/camara), se obtuvo la mayor riqueza (13 especies).
Estas diferencias reflejan variaciones en la composicion y dominancia del ensamble
de mamiferos entre areas con distinto grado de invasion del ciervo axis (Figura 12).
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Figura 12. Diagrama de ocurrencia de los mamiferos en las areas de estudio. Se
considera la incidencia (numero de estaciones de muestreo con registros) y la tasa
de captura (registros/esfuerzo de muestreo). Cortesia de la Dra. Alexandra Cravino.
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8.2 DETECCION Y CARACTERIZACION GENETICA DE HEV

Se obtuvieron y analizaron un total de 86 muestras de fecas (27 de Cuenca del San
Juan, 20 de Flores y 39 de Paso del Parque). De ese total, 44 corresponden a
muestras de ciervo axis, 6 a venado de campo y 36 a carpinchos. Se obtuvieron un
total de 10 muestras positivas por RT-gPCR, con un rango de Ct de entre 28,96 y
38,13; con un promedio de 30,2 (Figura 13). Todas las muestras positivas
corresponden a muestras de carpinchos. Los resultados diferenciados por sitio y por
especie se describen en la Tabla 1.

De las 10 muestras de carpincho positivas por RT-gPCR, 5 de ellas fueron
amplificadas mediante nPCRTD. Ademas, fueron secuenciadas y genotipadas, y se
nominaron de la siguiente forma: 7_Capy UY, 11 _Capy UY, 20 _Capy_UY,
47 Capy_ UY y 65 Capy_UY. El lugar de origen de cada muestra se describe en la
Tabla 1.

Tabla 1. Numero de muestras positivas a HEV sobre el total de muestras evaluadas
por especie y por sitio. Numero de muestras positivas totales, diferenciadas por sitio y
por especie; con valores en %. Nombres de las secuencias de las muestras positivas
secuenciadas para cada sitio.

CUENCA DEL FLORES PASO DEL Total de
SAN JUAN (+/total) PARQUE muestras. por
(+/total) (+/total) especie
(+/total)
CARPINCHOS 5/12 3/9 2/15 10/36 (28%)
CIERVOS 0/15 0/11 0/18 0/44 (0%)
AXIS
VENADOS DE
CAMPO - - 0/6 0/6 (0%)
Total de

muestras por
sitio (+/total)

5/27 (18,5%)

3/20 (15%)

2/39 (5,1%)

10/86 (11,6%)

SECUENCIAS

7 CapyUY
11 CapyUY
20 Capyuy

47 CapyUyY

65 CapyUyY
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Figura 13. Curva de amplificacion de HEV por RT - gPCR. Se observa la amplificacion
de tres muestras de fecas de carpincho (M1, M2, M3) y de un control positivo; con sus
respectivos valores de Ct.

El analisis filogenético permitié clasificar la muestra 65 Capy_UY como genotipo 3,
con una identidad nucleotidica del 99% con la secuencia con numero de acceso
GenBank FJ705359, identificada en una muestra de jabali en Alemania en 2009. Las
demas muestras (7_Capy_UY, 11_Capy_UY, 20_Capy_UY, 47_Capy_ UY) presentan
una divergencia significativa respecto a las muestras previamente reportadas en el
pais y a los genotipos descritos hasta la fecha (HEV 1-8), sin poder ser clasificadas
en ninguno de ellos (Figura 14).

Se incluyeron en el analisis filogenético algunas de las secuencias de cepas de HEV
caracterizadas previamente en el pais: secuencias de HEV - 3 de origen humano, de
cerdos domésticos y de ciervos axis; asi como la secuencia 84 Capy_UY que
corresponde a una muestra de carpincho de otra localidad de Paysandu (no descrita
en esta tesis); y cepas de HEV de ciervo axis sin asignar, pero con gran similitud a
cepas de Paslahepevirus alci.

37



X98292
LC225387
M73218
FJ457024
L08816
AY230202
MH918640
AY204877
MH809516
KX578717
KJ496144
KJ496143
MH410174
KX387865
KX387866
KX387867
KU513561
OP536849 Uruguay - Axis deer
MW596896 Uruguay - Human
OP536850 Uruguay - Human
MZ969073 Uruguay - Swine
MF959765
MK390971
JQ013794
KP294371

@ 65 Capy UY
FJ705359
MF959764
FJ998008
AB856243
AB602441
AB573435

@ 7 CapyUy
99 @ 11 Capy UY
@® 20 Capy UY
| @ 384 Capy Uy
@ 47 Capy UY
ss — AB369688
MK410048
AB108537
AB369690
DQ279091
GU119961
AB074915
AB220974
AB197673

B KP640885 P. alci
KF951328 P. alci

100 OP536852 Uruguay - Axis deer
10;’% OP536853 Uruguay - Axis deer

o
w
w
co
[e-] L= <R} ] w (=]
[T} = o 1=} =]

%

OP536854 Uruguay - Axis deer
OP536855 Uruguay - Axis Deer
AY535004.1

Il

HEV 1

HEV 2

HEV 7

HEV 8

HEV 3

HEV 6
HEV 5

Unassigned New Type

HEV 4

Paslahepevirus alci

Unassigned Type
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9. DISCUSION

El objetivo de esta tesis fue investigar la distribucién del virus de Hepatitis E (HEV) en
ciervos axis, carpinchos y venados de campo en areas con distintos niveles de
abundancia y grados de invasividad del ciervo axis, bajo la hipétesis de que, en
regiones donde esta especie presenta alta densidad poblacional y una interaccion
frecuente con la fauna autéctona, la frecuencia de deteccion viral en otros mamiferos
seria mayor.

Entre los resultados esperados, se preveia detectar HEV en el ciervo axis en todas
las areas de estudio, siguiendo los antecedentes publicados (Cancela, Cravino et al.,
2023). Sin embargo, no se registraron muestras positivas de ciervo axis para este
virus. Ademas, la sorpresiva deteccién de un nuevo genotipo viral en las muestras de
carpincho derivé en un cambio de enfoque para el analisis. Este genotipo no
clasificado (Smith et al., 2020), hasta ahora no documentado en ciervos axis,
cuestiona el rol de esta especie como posible transmisor del virus hacia el carpincho.
No obstante, su elevada densidad poblacional y sus impactos sobre la degradacién
del ecosistema podrian influir de manera decisiva en la dinamica de transmision viral
en el ambiente silvestre (Cravino et al., 2021; Young et al., 2017).

El estudio mediante camaras trampa permitié caracterizar la riqueza y abundancia de
especies en cada sitio. La riqueza de especies resultdé muy similar entre las areas, sin
mostrar una influencia aparente del grado de invasion del ciervo axis: se registraron
12 especies en el sitio de origen de la invasion, 13 en la invasién avanzada y 10 en la
invasion temprana. Por otro lado, la abundancia si presentd variaciones entre los
sitios, aunque en todos los casos el ciervo axis se mantuvo como la especie
dominante, especialmente en el sitio de origen de la invasiéon (CSJ).

Este sitio, caracterizado por la coexistencia de diversas actividades productivas y
turismo, presentd un ensamble de mamiferos fuertemente dominado por la elevada
abundancia de ciervo axis, mientras que la mayoria del resto de las especies fueron
raras y con bajos registros. Asimismo, aunque la mayoria de las camaras trampa se
ubicaron en proximidad a fuentes de agua o humedales, el carpincho, si bien
frecuente, present6 una tasa de deteccion baja en comparacion con el ciervo axis.

Esta marcada dominancia del ciervo axis, junto con la variedad de actividades
productivas desarrolladas en el predio, configura un ecosistema altamente perturbado,
lo cual se reflejé en la baja abundancia del resto de las especies. Ademas, a pesar de
que el carpincho no fue una especie dominante en CSJ, este sitio presentd el mayor
porcentaje de muestras positivas para dicha especie.

Por otro lado, PdP, el sitio de invasion temprana, presenté un ensamble de mamiferos
mas equitativo, aunque igualmente dominado por el ciervo axis. La mayoria de las
especies (excluyendo al ciervo axis) mostraron una baja tasa de captura y fueron
clasificadas como raras o frecuentes (Garcia de Ledn, 1988 citado en Gonzalez-
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Acosta, 1998), incluyendo al venado de campo y al carpincho. Esta baja detectabilidad
podria responder a las caracteristicas del sitio, caracterizado por grandes extensiones
de habitats naturales que favorecen una mayor dispersion de los individuos,
reduciendo la probabilidad de registro y la aparicion en multiples camaras trampa. A
su vez, la escasez de actividades productivas, limitadas a ganaderia extensiva de baja
densidad, y el caracter incipiente de la invasion del ciervo axis favorecen un mayor
equilibrio ecoldgico. Un ecosistema “mas sano” y con menor concentraciéon de
especies dominantes podria explicar el reducido numero de muestras positivas
registradas en este sitio (Jones et al., 2008).

En FL, debido a sus caracteristicas como punto de conectividad bioldgica, fue el sitio
con mayor riqueza de especies (13) y presentd una elevada tasa de registros, con la
mayoria de las especies clasificadas como frecuentes o dominantes (Garcia de Ledn,
1988 citado en Gonzalez-Acosta, 1998). Entre estas ultimas se encuentra nuevamente
el ciervo axis, pero también destaca el jabali, otra especie exdtica invasora con
importantes impactos documentados en los ecosistemas del pais (Lombardi et al.,
2021). Asimismo, en este sitio se detectaron muestras positivas para HEV en jabali
(datos inéditos del autor, 2025). Aunque fue el sitio con el menor nimero de muestras
analizadas, el porcentaje de resultados positivos fue elevado, siendo un tercio de las
muestras de carpincho positivas. Considerando este resultado, resulta relevante
identificar también el genotipo de HEV circulante en jabalies, con el fin de comparar
con los genotipos obtenidos en carpinchos y comprender la dinamica de transmision
del virus tanto en este sitio en particular, como en el medio silvestre.

Considerando las curvas de composicion de especies, se observa una dominancia
marcada del ciervo axis en los tres sitios evaluados. FL se presenta como el sitio mas
biodiverso, con la mayor riqueza y abundancia total de especies; sin embargo, esta
mayor diversidad no implica una menor dominancia del ciervo axis. Por el contrario, al
igual que en el sitio de origen de la invasion (CSJ), el ciervo axis mantiene las tasas
de captura mas altas del ensamble, lo que indica que su presencia sigue siendo
estructuralmente determinante en la composicion comunitaria. En cambio, PdP (sitio
de invasidén temprana) muestra el ensamble mas equitativo: la mayoria de las
especies, aunque raras o frecuentes, presentan tasas de registro similares entre si y
una diferencia relativamente menor respecto al ciervo axis. Esta mayor equitatividad
probablemente responde al estado inicial de la invasion y a la menor perturbacion del
ecosistema, lo que permite una distribucion mas homogénea de abundancias
(Alcolado, 1998). El caso de FL revela que altos niveles de riqueza no necesariamente
reducen la dominancia del ciervo axis. Por el contrario, puede coexistir una elevada
diversidad con una fuerte concentracién de abundancias en pocas especies. En este
sitio, ademas del axis, otras especies exoticas como el jabali también alcanzan altas
tasas de registro, lo que sugiere que las condiciones del sitio, dominado por actividad
forestal, podrian permitir tanto el ingreso de especies nativas como la expansién de
invasoras.
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Estos resultados ponen de manifiesto la interdependencia entre la salud ecosistémica
y la dinamica de circulacion de patdgenos. Si bien el analisis del uso y la cobertura del
suelo en las distintas areas no forma parte de los objetivos de esta tesis, los hallazgos
obtenidos permiten sugerir que los sistemas de alta productividad vinculados a pérdida
de equitatividad ecoldgica - derivada de la dominancia de una especie exética
invasora- podrian comprometer las barreras naturales de contencion frente a agentes
infecciosos de relevancia para la Salud Publica, como lo es el virus de la Hepatitis E
(Rulli et al., 2025; Thompson, 2013).

La deteccion de HEV mediante el analisis de muestras fecales resulté en 10 muestras
positivas de un total de 86 analizadas, todas ellas provenientes de ejemplares de
carpinchos. Si bien existen antecedentes del estudio de HEV en ambas especies de
cérvidos en nuestro pais (Cancela, 2023; Cancela, Cravino et al., 2023), en este
estudio todas las muestras de estas especies resultaron negativas. Tanto en Cancela,
Cravino et al. (2023), como en la presente tesis, se emplearon muestras de materia
fecal; siendo esta la muestra de eleccion para la deteccién de HEV (Velavan et al.,
2021) y, como método no invasivo, permitioé obtener la informacion necesaria de forma
sencilla y sin entrar en contacto directo con los animales (Schilling et al., 2022). La
diferencia que hay entre el estudio anterior de ciervo axis y el presente es el método
de muestreo de las fecas. En Cancela, Cravino et al. (2023) las muestras de fecas
fueron obtenidas directamente del tracto gastrointestinal de ejemplares abatidos, lo
que probablemente favorezca la preservacion del virus. En el presente estudio las
fecas fueron obtenidas del suelo, lo que impide saber, en la mayoria de los casos,
cuanto tiempo pasé desde su deposicion y a qué factores ambientales estuvieron
expuestas. HEV se presenta como virus desnudo en la materia fecal, lo que le otorga
mayor resistencia e infectividad (Feng & Lemon, 2014; Ji et al., 2021); sin embargo,
segun Cancela, Cravino et al. (2023) la carga viral encontrada en las fecas de los
ciervos axis fue baja en muchos casos; lo que, sumada a la exposicién de la muestra
a condiciones ambientales, podria generar dificultades en la deteccidén del virus y
explicar el resultado obtenido.

En el caso de los venados de campo, estudiados en Cancela (2023), se detectaron
anticuerpos anti-HEV en el 10,5% de las muestras analizadas, todas provenientes de
ejemplares mantenidos en cautiverio. Este hallazgo demuestra la susceptibilidad de
la especie al virus; sin embargo, no permite confirmar su circulacion en poblaciones
silvestres ni establecer el papel de la especie como transmisor. El numero de muestras
utilizado en esta tesis fue acotado e impide sacar conclusiones. En funcién de estos
antecedentes, y considerando que se trata de una especie autéctona cuya subespecie
se encuentra categorizada como “En Peligro” de extincion (Gonzalez et al., en prensa),
resulta prioritario profundizar las investigaciones sobre esta poblacion con el fin de
evaluar su interaccion con cérvidos exéticos y los posibles impactos asociados, asi
como analizar su eventual rol en la dinamica de transmision de patdgenos.
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Todas las muestras positivas obtenidas en este trabajo fueron uUnicamente de
carpinchos. Esta especie ha sido estudiada como hospedero de diversos agentes
infecciosos de relevancia zoonética, en los que se incluyen: Rabia, Leptospira spp,
Toxoplasma, Brucella abortus y Rickettsia parkeri (Barragan et al., 2014; Chiacchio et
al., 2014; Quadros, 2020). Sin embargo, hasta el momento no existen estudios que
evaluen la prevalencia y circulacion de patégenos en los carpinchos de nuestro pais.
Las caracteristicas gregarias, semiacuaticas y de cecotrofia de la especie, sumada a
su amplia distribucién en el territorio, hacen que este hallazgo sea de suma relevancia.

Por otro lado, las secuencias reportadas en este estudio para los carpinchos
corresponden a dos genotipos de HEV diferentes, lo cual también fue documentado
anteriormente en ciervo axis (Cancela, Cravino et al., 2023). Ademas, se observé una
frecuencia de deteccion elevada (28%), pudiéndose comparar con las frecuencias
detectadas para cerdos domésticos y jabalies previamente en nuestro pais (Mirazo et
al., 2018).

El genotipo secuenciado a partir de las muestras provenientes de Cuenca del San
Juan y de Flores, no pertenece a ninguno de los genotipos de HEV descritos hasta el
momento (HEV 1-8). Estas secuencias forman un cluster monofilético con un muy alto
soporte estadistico, o que sugiere su clasificacion como un nuevo genotipo viral de
HEV. Ademas, muestran una divergencia de 17% con el genotipo 4, el mas cercano
desde el punto de vista filogenético, lo cual soporta esta idea (Zhai et al., 2006).

La alta identidad nucleotidica observada entre las secuencias de carpincho obtenidas
de muestras provenientes de diferentes lugares podria tener dos explicaciones: 1)
este genotipo es de origen reciente y presenta poca divergencia genética; 2) presenta
una unica especie como reservorio o al menos muy pocas (Lu et al., 2006). Las
mismas razones pueden explicar también la epidemiologia molecular de los genotipos
5, 6, 7 y 8 (Smith et al., 2020).

Al mismo tiempo, este genotipo presenta un ancestro en comun con HEV 4, sugiriendo
la eventualidad de que también pueda ser un virus zoonaético. La ausencia de casos
humanos con este genotipo en el pais podria explicarse, por un lado, en que el
carpincho en Uruguay no es una especie sinantropica, por lo que el contacto estrecho
de la especie 0 sus excreciones con las personas no suele ocurrir. Por otro lado, en
nuestro pais no existe una vigilancia activa de la enfermedad, y debido al cuadro
subclinico que presenta, y la inespecificidad de los signos, suele ser una enfermedad
subdiagnosticada (Lhomme et al., 2020). De hecho, Uruguay presenta una tasa de
seroprevalencia del 10% en poblacion donante, lo cual no se correlaciona con los
casos notificados anualmente (Banguese et al., 2021; MSP, 2020).

La secuencia 65 Capy_UY corresponde a HEV de genotipo 3, el cual es el
mayormente detectado en casos humanos en Uruguay, y que ha sido identificado
también en otras especies animales como el jabali, pecari, cerdo doméstico y el ciervo
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axis (Cancela et al., 2021; Cancela, Cravino et al., 2023; Ferreira et al., 2021; Mirazo
et al., 2013; Mirazo et al., 2018; S. Mirazo, comunicacién personal, 2025).

Todas las secuencias de genotipo 3 detectadas en Uruguay, incluyendo las muestras
de aguas residuales, humanos y animales, forman un cluster dentro del subtipo O del
genotipo 3, recientemente descrito y clasificado en nuestro pais (Cancela, Icasuriaga
et al., 2023). Sin embargo, la cepa del genotipo 3 detectada en carpincho
(65_Capy_UY), no se encuentra dentro de dicho cluster, sino que, ademas, presenta
gran similitud con la secuencia FJ705359 (probablemente perteneciente al subtipo
HEV-3i), identificada en una muestra de jabali en Alemania (Schielke et al., 2009).
Esto representa la compleja epidemiologia del HEV en nuestro pais.

El unico reporte de HEV en carpincho fue recientemente publicado en San Pablo -
Brasil. La cepa fue clasificada como genotipo 3 subtipo f (HEV-3f), sin embargo, no
pudo ser incluida en nuestro analisis filogenético debido a que se amplificé una region
de ARN diferente a la utilizada en esta tesis (Cunha et al., 2023). En dicho trabajo, la
muestra estudiada provino de un parque urbano cuyos cuerpos de agua estan
contaminados con aguas residuales, y son el lugar de residencia de los carpinchos; lo
que explica, en parte, una posible fuente de infeccion de los animales (Cunha et al.,
2023). Sin embargo, la deteccion de HEV3 también en Uruguay en fecas en el medio
silvestre, confirma que el carpincho es verdaderamente susceptible a HEV, y que tiene
un rol en la transmision viral.

En el caso de Paso del Parque, origen de la muestra correspondiente a la secuencia
65_Capy_UY, el contexto difiere notablemente del descrito anteriormente. En este
sitio predominan habitats naturales y no se observaron centros poblados cercanos que
pudieran actuar como fuentes de residuos en los cursos de agua (A. Cravino,
comunicacién personal, 2025). Sin embargo, si se registro la presencia de ciervos axis
y jabalies, especies hospederas de HEV-3 en Uruguay, que podrian actuar como
dispersores del virus en el ambiente y como potenciales transmisores a otras especies
animales.

Dado que en este sitio también se encuentra el venado de campo, seria relevante
profundizar los estudios en el area para comprender la posible fuente de infecciéon de
HEV en los carpinchos, que a su vez podrian funcionar como fuente de transmision
para otras especies y, de otros patdgenos. Este tipo de enfoque permitiria evaluar con
mayor precision las dinamicas de circulacion viral y su relacion con la estructura del
ensamble de mamiferos.

Por otra parte, aunque aun no ha sido correlacionado en Uruguay, la transmision
zoongtica de HEV-3 y HEV-4 asociada al consumo de carne o productos derivados de
animales domésticos y silvestres mal cocidos esta documentada, y constituye una de
las principales vias de infeccion para estos genotipos virales (Ahmed & Nasheri, 2023;
Dalton & lzopet, 2018).
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En nuestro pais, la caza forma parte de las practicas, costumbres y formas de
relacionamiento de muchos pobladores con los animales y su entorno; se integra a su
moralidad, a sus dinamicas sociales y en algunos casos se concibe como medio de
subsistencia (Chohuy & Dabezies, 2020). Suele justificarse como un mecanismo de
“control” de poblaciones de fauna y se ampara en la percepcion de que se trata de
“animales sin duefio” (Chohuy & Dabezies, 2020). Sin embargo, la legislacion nacional
solo reconoce cuatro categorias de caza (deportiva, comercial, de control y
cientifica/educativa) sin contemplar ni regular la caza para consumo (Gonzalez, 2024,
Uruguay, 1996, 2 de mayo). La ausencia de mecanismos de control efectivos y la falta
de sanciones estrictas, sumadas a la persistencia de estas practicas culturales,
favorecen que la caza de fauna autéctona continue vigente, incluyendo especies como
el carpincho (Chohuy & Dabezies, 2020; Gonzalez, 2024; Uruguay, 1935, 4 de julio).
En este contexto, los genotipos de HEV detectados en carpinchos, asi como aquellos
registrados en ciervos y jabalies, representan un potencial riesgo para la Salud Publica
en el territorio nacional.

Por otra parte, los roedores constituyen el grupo mas diverso de mamiferos y, junto
con los quirépteros, son los 6rdenes con mayor potencial para albergar virus
zoonoticos (Olival et al., 2017; Wiliams et al., 2021). El carpincho presenta la
caracteristica de ser una especie de roedor semiacuatico, de forma que, el animal
como sus excretas, estan en estrecho contacto con el agua (Gonzalez & Martinez-
Lanfranco, 2010). A pesar de no ser la principal, una de las posibles vias de
transmision de HEV es por medio de fuentes de agua contaminada (Takuissu et al.,
2022), y de hecho, linajes de HEV han sido detectados en aguas residuales de nuestro
pais (Cancela, Icasuriaga et al., 2023).

Un aspecto particularmente relevante en el carpincho es la cecotrofia (Lord, 1991;
Mendes et al.,, 2000; Nogueira-Filho et al., 2013). EI consumo de estas fecas
(cecotrofos) al momento de la deposicion podria favorecer reinfecciones constantes
en individuos infectados, manteniendo altas concentraciones virales en circulacion.
Esto podria explicar las elevadas cargas virales detectadas en esta tesis (Ct entre
28,96 y 38,13; promedio 30,2), superiores a las registradas previamente en otras
especies, incluso en muestras fecales con un alto grado de desecacién (S. Mirazo,
comunicacion personal, 2025).

Otro aspecto destacable es la inesperada y rapida popularidad internacional del
carpincho, que lo ha convertido en una especie carismatica y objeto de fascinacion en
numerosos paises. Aunque este interés podria promover empatia y apoyar su
conservacion, también conlleva riesgos. El potencial de los medios publicos para
estimular el deseo de adquirir animales silvestres es un fendmeno insuficientemente
estudiado (Militz & Foale, 2017). La creciente demanda por mantener carpinchos
como mascotas alimenta uno de los principales motores del comercio ilegal de fauna:
el mascotismo. El comercio ilegal de animales silvestres, constituye una de las
actividades ilegales mas grandes y lucrativas del mundo, y a través de la
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sobreexplotaciéon de especies y la introduccion de especies exoéticas invasoras,
contribuye directamente a la pérdida de biodiversidad y pone en riesgo la salud de
animales y humanos a través de la transmision de zoonosis (Mozer & Prost, 2023).
Los mamiferos silvestres comercializados albergan niveles mas altos y composiciones
virales distintas de virus zoonéticos en comparacion con los mamiferos domésticos o
silvestres no comercializados, posicionando al comercio de fauna como un factor
critico en la propagacién de enfermedades emergentes a escala global (Shivaprakash
et al., 2021).

De este modo, la presencia del HEV en carpinchos podria constituir un riesgo
zoonotico aun poco comprendido, en una especie cuyo consumo acontece, y cuya
tenencia parece ganar popularidad a nivel mundial.
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10. CONCLUSIONES

El ciervo axis, como especie exotica invasora de amplia distribucion en Uruguay, fue
la especie dominante en todas las areas evaluadas.

La presencia del ciervo axis en altas densidades genera perturbaciones ambientales
que, en este trabajo, quedaron reflejadas en las diferencias de abundancia de
mamiferos entre los sitios y en el numero de muestras positivas para HEV.

El carpincho fue la unica especie en la que se detecto el virus de Hepatitis E, de dos
genotipos distintos y diferentes de los previamente reportados en el pais. La deteccion
de un genotipo no incluido entre los ocho actualmente reconocidos (HEV 1-8) sugiere
la posible clasificacion de un nuevo genotipo viral y podria representar el segundo
genotipo de HEV descrito para la especie a nivel mundial.

En el carpincho se detectaron frecuencias de deteccion muy elevadas, comparables
a las encontradas en cerdos y jabalies en el pais.

La deteccion y excrecion de dos genotipos virales con potencial zoonético en una
especie autéctona como el carpincho constituye una sefal de alerta sobre la
importancia de fortalecer la vigilancia epidemiolégica en la interfase humano—fauna
silvestre en Uruguay.

En este contexto, resulta imprescindible promover investigaciones que integren a la
fauna silvestre desde la perspectiva de “Una Salud”, con el fin de comprender las
complejas interacciones que estructuran los ecosistemas, su papel como barreras
naturales frente a los patdgenos y los riesgos compartidos para la salud humana y
animal. Este abordaje debe ser integral e interdisciplinario, articulando ecologia, salud
publica, veterinaria, microbiologia, ciencias sociales y gestion ambiental.
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